





Purification and Characterization of Hyaluronidase from Streptococcus milleri






















































































































































































































Characteristic A・1 A－3 A－5S A・6 A・7
Gram　stain 十 十 十 十 十
Morphology Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci
Arrangement Chain Chain Chain Chain Chaln
Growth　on　MS　agar 十 十 十 十 十
Colony　morphology（BHI　agar）Rou hRoughSmoothRoughRough
Hydrolysis　of　esculin 十 十 十 十 十
Production　of
ammonia　from　arginine十 十 十 十 十
　　　　．≠モ?狽nln 十 十 十 十 十
H202 一 一 一 一 一
Synthesis　of
glucan 一 一 一 一 一
fructan 一 一 一 『 一
Acid　from
glucose 十 十 十 十 十
sucrose 十 十 十 十 十
1actose 十 十 十 十 十
trehalose 十 十 十 十 十
salicin 十 十 十 十 十
mannitol 一 一 一 一 一
sorbitol 一 一 一 一 一
raffinose 一 一 一 一 一


















































































































































































































































































EDTA 1．0 88 0．5
Table　4．　Degradation　of　acid・mucopoly－
　　　saccharides　by　hyaluronidase
Mucopo】ysaccharidesActivity（△A232）
　　20　　　　　　　　　30
　　　　　　　　　Fractlon　numb●r
Fig．8．　Gel　filtration　of　degradation　products　of
　　　hyaluronic　acid　on　Sephadex　G－25：
　　　○一〇，S．〃露〃θガhyaluronidase；
　　　○…○，　Strel》tomyces　hyalurolytiCttS　hyalur・
　　　onidase
Hyaluronic　acid
Chondroitin　sulfate
Chondroitin　sulfate　A
　　　　　　　　B
　　　　　　　　C
0．584
0．003
0．007
0．023
0．016
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志村他：　Streptococcus　milleriのピアルPニダーゼ
察
　基質加BHI平板を用いて歯肉溝細菌のピアル
ロン酸分解能を幅広く検索したところ，MS培地
に発育するレンサ球菌株にも強い活性が検出され
た．分解活性を有する分離菌株は，いずれも均一
な生物学的性状を示し，S．　milleriと同定された．
この∫milleriに加えてすでに・P．　acnes，　B．　hePa一
物0砂批泌およびB．oralisのピアルロニダーゼ
が明らかとなっている7・8・10～12）ことから歯肉溝細
菌の酸性ムコ多糖体分解性菌種が多様であること
を示唆する．
　これまでピアルロニダーゼ産生のレンサ球菌と
してA，B，　CおよびG群に属する病原性レンサ
球菌が示されている．一方，Nordig｝は歯垢細菌中
のピアルロニダーゼ活性を調べ，S．幼加が産生
すること，また，Schultz・Haudt20）もS．吻Z∫るおよ
欝
難嚢．
Fig．9．　Paper　chromatograms　of　degradation
　　　products　in　hyaluronic　acid　by　＆〃zilleri
　　　hyaluronidase　and　　Streptomyces　h夕alur－
　　　olyticzts　hyaluronidase：A，　＆祝〃θγ‘
　　　hyaluronidase；B，　hyaluronic　acid；C，　un・
　　　saturated　disaccharide；　D，　＆〃ti〃e夕∠
　　　hyaluronidase：peak　m　of　Sephadex　G・25；
　　　E，　unsaturated　hexasaccharide，　Stre一
　　　力to〃1夕ces　hyaluroんticus　　hyaluronidase：
　　　peak　I　of　Sephadex　G－25；F，　unsaturated
　　　tetrasacchar三de，　St物to〃ayces　hyalerrolytias
　　　hyaluronidase：peak　II　of　Sephadex　G－25
びS．salivariZtSにピアルロニダーゼ活性を認めて
いる．さらに，Kilpper・Balzら21｝やRuoff　and
Ferraro22）は近年，臨床林料からしぽしば分離さ
れ，その病原性が注目されるレンサ球菌としてS．
milleriのピアルロニダーゼ活性を示している．
Kilpper－Balzら21｝は通常S．物1」θガのbiotypeで
ラクトース非分解株がピアルロニダーゼを産生す
るとしているが，Ruoff　and　Ferraro22）は，患老から
の分離菌株中でラクトース分離株にもピアルロニ
ダーゼ活性を認めている．本研究で分離された歯
肉溝からのピアルロニダーゼ産生のS，milleri株
はいずれもラクトース分解菌株であった．しかし，
分離菌株も少なくピアルロニダーゼ産生は口腔
S．〃〃吻脅こ共通する属性か否か，また，biotype
との関連性が不明である．
　口腔常在菌叢におけるS．砿〃斑の部位別生態
は舌や唾液に比較して，歯垢とりわけ歯肉溝細菌
叢で優勢なレンサ球菌種である23’2‘）．本菌のピア
ルロニダーゼも他菌種の産生酵素と軌を一にし歯
周組織破壊に関与する可能性が強い．また，＆
励〃碗のピアルロニダーゼ活性は菌体の超音波
処理試料に殆んど認められず培養上清中に著明で
あることから多くの細菌ピアルロニダーゼ同様に
菌体外産生性であると考えられる．
　Nord’g｝et　S．　mitisのピアルロニダーゼを精製
してその酵素の分子量はゲル濾過法によって
150，000，等電点，5．O，作用至適pHが5．1～5．3
であると報告している．S．　milleriのピアルロニ
ダーゼの分子量は，SDS－PAGEによって
100，000，等電点，9．3，作用至適pHが6．0でS．
mitisのこれら酵素とはかなり異なる性状であっ
た．また，同属のS．equdSimilis25）やS，　Pyogenes26）
のピアルロニダーゼともこれら性状における類似
性が認められなかった．
　S．勿醐顔のピアルロニダーゼはCa2＋，　Mg2＋，
Mn2＋などの2価金属イオンの添加によって著明
な活性の上昇が認められず，また，EDTAによっ
てもほとんど活性に影響がなかった．本酵素もP．
acnes11），　B．　hePan’nolyticacs　i　2），　B．　oraldSie）などの
ピアルロニダーゼ同様にこれら金属イオン依存性
でないことを示唆する．
B．　hePan’nolyticusやP．　acnesでみられるよう
に細菌ピアル・ニターゼの多くは複数の酸性ムコ
多糖体を分解する7’8’エ1・12）．Ruoff　and　Ferraro22｝は
松本歯学　14（2）1988
S．milleriの臨床分離株のピアルロニダーゼ活性
をもつ36株中4株にコンドロイチナーゼ活性を
認めている．しかし，これらの分解活性は精製酵
素による検討ではなく，基質加平板による分解所
見に基づくもので，従って彼らが報告したS．mil－
Zεガピアルロニダーゼの基質特異性は不明である
が，本S．加椛ガの精製酵素はコンドロイチン硫
酸，コンドロイチン硫酸A，B，　Cに対して全く
分解作用が認められずピアルロン酸のみに作用す
る特異性を有していた．この基質特異性はB．
oralislo）のピアルロニダーゼと一致していた．
　Streptomyces　hyalurolyticztsを除く多くの細菌
ピアルロニダーゼの最終分解産物は不飽和二糖で
あることが示されている1°・11・27）．本酵素によるピ
アルロン酸分解産物もSephadex　G・25によるゲ
ル濾過所見およびペーパークロマトグラフィ＿に
よる検討から，不飽和二糖であることが確認でき
た．
　歯周組織傷害に歯垢ないし歯肉溝細菌の産生す
るピアルロニダーゼやコンドロイチナーゼなど酸
性ムコ多糖体分解酵素が密接に関連するとの報告
も多い28“－3°）．S．　milleriの精製ピアルロニダーゼ
を用いて歯周組織に対する障害や感染における本
酵素の役割を検討しなけれぽならない．
結 論
　歯肉溝細菌の酸性ムコ多糖体分解能を基質加平
板で検索してレンサ球菌株にも強いピアルロニ
ダーゼ活性を認めた．分離菌株の生物学的性状か
らピアルロニダーゼ産生菌は∫〃z∫〃励と同定さ
れた．本菌のピアルロニダーゼ活性は，培養上清
に産生され，硫安塩析，CM－32カラムクロマトグ
ラフィー，SephadexS’300のゲル濾過によって精
製できた．
　精製試料は，SDS－PAGEで単一の・ミンドを示
し，比活性は15，500倍に上昇し，回収率は21．3％
であった．酵素の分子量は，SDS－PAGEで
100，000，等電点，9。3，作用至適pHは6。0であっ
た．本酵素活性は60℃，5分処理で失活し，また
Zn2＋，　Hg2＋，　Cu2＋で強く阻害されたが，　Ca2＋，
Mg2＋，　Fe2＋，　Co2＋，　Mn2＋およびEDTAによる影
響はほとんどなかった．基質特異性はピアルロン
酸のみ分解し，コンドロイチン硫酸，コンドロイ
チン硫酸A，B，　Cは分解しなかった．本酵素に
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よるピアルロン酸分解産物は，ゲル濾過および
ペーパークロマトグラムの所見から不飽和二糖と
同定された．
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